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Resumo 

O filo Ciliophora desempenha funções essenciais no ciclo de nutrientes dos 

ecossistemas terrestres, mas a diversidade desses microrganismos em solos neotropicais ainda 

permanece pouco conhecida. Este estudo teve como objetivo caracterizar molecularmente a 

comunidade de protistas ciliados residentes no solo da Reserva Particular do Patrimônio 

Natural (RPPN) Chapadão da Serra Negra por meio de sequenciamento de leitura longa 

utilizando a plataforma PacBio. A amostragem consistiu na coleta de serapilheira e solo 

superficial, seguindo protocolos de preservação in situ. O DNA genômico total foi extraído 

utilizando o kit PowerSoil DNA Isolation, seguido da avaliação da qualidade e concentração 

do material. As bibliotecas foram preparadas para sequenciamento na plataforma PacBio 

Sequel II visando à obtenção de sequências completas do gene 18S rDNA. Os dados foram 

processados no programa QIIME2 utilizando o banco de referência PR2 e, após a atribuição 

taxonômica, as ASVs pertencentes ao filo Ciliophora foram selecionadas para análises 

filogenéticas. Posteriormente, foi construída uma árvore filogenética pelo método de Máxima 

Verossimilhança, contendo sequências de referência disponíveis no GenBank e as variantes 

de sequência exatas (ASVs) obtidas. Os resultados evidenciaram elevada diversidade de 

eucariotos nas amostras analisadas. Das 722 ASVs obtidas, 17 pertencentes ao filo Ciliophora 

distribuíram-se entre as classes Colpodea, Oligohymenophorea, Spirotrichea, Litostomatea e 

Phyllopharyngea. A classe Colpodea apresentou a maior abundância de ASVs. O 

sequenciamento de leitura longa proporcionou elevada resolução taxonômica, evidenciando 

uma biodiversidade oculta no solo e reforçando a importância da reserva como refúgio para a 

diversidade.  

Palavras-chave: Ciliophora, PacBio, metataxonomia, diversidade molecular, filogenia.
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Abstract​

 

The phylum Ciliophora plays essential roles in nutrient cycling within terrestrial 

ecosystems, but the diversity of these microorganisms in Neotropical soils remains poorly 

understood. This study aimed to molecularly characterize the community of soil-dwelling 

ciliate protists from the Reserva Particular do Patrimônio Natural (RPPN) Chapadão da Serra 

Negra using long-read sequencing on the PacBio platform. Sampling consisted of collecting 

leaf litter and surface soil following in situ preservation protocols. Total genomic DNA was 

extracted using the PowerSoil DNA Isolation Kit, followed by evaluation of DNA quality and 

concentration. Libraries were prepared for sequencing on the PacBio Sequel II platform to 

obtain full-length 18S rDNA sequences. The resulting data were processed using the QIIME2 

pipeline with the PR2 reference database, and, following taxonomic assignment, the ASVs 

belonging to the phylum Ciliophora were selected for phylogenetic analyses. Subsequently, a 

phylogenetic tree was reconstructed using the Maximum Likelihood method, including 

reference sequences available in GenBank and the exact amplicon sequence variants (ASVs) 

obtained. The results revealed a high diversity of eukaryotes in the analyzed samples. Of the 

722 ASVs obtained, 17 belonging to the phylum Ciliophora were distributed among the 

classes Colpodea, Oligohymenophorea, Spirotrichea, Litostomatea, and Phyllopharyngea. 

The class Colpodea showed the highest ASV abundance. Long-read sequencing provided 

high taxonomic resolution, revealing hidden soil biodiversity and reinforcing the importance 

of the reserve as a refuge for biodiversity.  

 

Keywords: Ciliophora, PacBio, metataxonomy, soil diversity, phylogeny.  
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1.Introdução 

 

O filo Ciliophora é composto por microrganismos eucariontes unicelulares 

heterotróficos, que apresentam como sinapomorfías o dimorfismo nuclear (macronúcleo e 

micronúcleo), a reprodução sexual por conjugação e uma infraciliatura complexa (Lynn, 

2008). Os protozoários de vida livre são abundantes em diversos ambientes aquáticos e 

terrestres, ocorrendo tanto como organismos nadadores quanto associados a superfícies 

bióticas e abióticas, demonstrando grande capacidade de adaptação (Finlay & Esteban, 1998). 

Algumas espécies podem responder rapidamente a mudanças físico-químicas formando cistos 

resistentes, que funcionam como mecanismos de proteção e dispersão. Essa característica 

provavelmente explica sua ampla distribuição geográfica (Meshjel, 2024) e reforça sua 

utilidade no biomonitoramento em ecossistemas terrestres. ​

​ Nos ecossistemas terrestres, os ciliados compõem uma parcela importante da 

microbiota do solo e da rizosfera, participando ativamente da estruturação das comunidades 

microbianas e da ciclagem de nutrientes (Ekelund; Rønn, 1994). Nesse contexto, os protistas 

destacam-se como reguladores ecológicos fundamentais do microbioma rizosférico, 

desempenharam um papel importante na regulação indireta da microbiota da rizosfera. Sua 

atividade predatória, principalmente sobre bactérias, favorece processos relacionados à 

disponibilidade de nutrientes, ao desenvolvimento vegetal e à manutenção da saúde das 

plantas (Geisen et al., 2018; GAO et al., 2018). A ausência dessa atividade compromete o 

chamado "loop microbiano", reduzindo a velocidade da ciclagem de nutrientes e tornando 

indisponível parte do nitrogênio presente na biomassa bacteriana (Nicodemo, 2009). 

Estima-se que a predação da biomassa bacteriana realizada por protistas nos solos seja 

responsável pela remobilização constante de cerca de um terço do nitrogênio consumido na 

forma de amônia, especialmente na rizosfera das plantas (Geisen et al., 2019). Na ausência 

dessa atividade, o "loop" microbiano fica comprometido, levando a uma ciclagem mais lenta 

de nutrientes, uma vez que o nitrogênio contido na biomassa bacteriana torna-se inacessível 

ao sistema (Nicodemo, 2009). 

O uso de ferramentas moleculares têm ampliado significativamente o conhecimento 

sobre a diversidade e a evolução dos ciliados (Gao et al., 2016). Entre essas ferramentas, o 

marcador molecular SSU 18S rDNA destaca-se como um dos mais utilizados em estudos 

filogenéticos e levantamentos de diversidade molecular. Sua presença em todos os eucariotos 

e a combinação de regiões conservadas e variáveis permitem reconstruções filogenéticas e a 

identificação de organismos em diferentes níveis taxonômicos (Pawlowski et al., 2012). O 
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desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento de alto rendimento, principalmente 

associado ao uso do gene 18S rDNA, tem possibilitado a caracterização da diversidade de 

ciliados diretamente a partir de amostras ambientais (Geisen et al., 2018). Essa abordagem 

elimina a necessidade de isolamento e cultivo dos organismos, etapas frequentemente difíceis 

ou inviáveis para muitas espécies de ciliados, além de reduzir a dependência de taxonomistas 

especializados para a identificação morfológica, um processo que demanda elevado 

conhecimento técnico e tempo. Como consequência, o sequenciamento ambiental permite 

detectar simultaneamente um número muito maior de táxons, incluindo organismos raros, de 

baixa abundância ou de difícil identificação, revelando uma parcela significativa da 

biodiversidade ainda não descrita e ampliando substancialmente o conhecimento sobre a 

composição e a distribuição desses organismos (Burki et al., 2021). ​

​ Embora avanços importantes tenham sido alcançados nas últimas décadas, o 

conhecimento sobre a diversidade de ciliados em ambientes terrestres ainda permanece 

incompleto, especialmente em regiões pouco amostradas (Costa et al., 2026). Grande parte 

dessa diversidade permanece desconhecida devido às limitações dos métodos tradicionais de 

identificação baseados exclusivamente em caracteres morfológicos (Geisen et al., 2017). 

Nesse contexto, estudos macroevolutivos recentes, como o de Costa et al. (2026), 

demonstram que, embora a colonização de ambientes terrestres tenha ocorrido 

independentemente em diversas linhagens de Ciliophora, as dinâmicas de diversificação 

desses organismos são complexas e influenciadas por múltiplos fatores, reforçando a 

necessidade de abordagens integrativas que utilizam ferramentas moleculares para mapear a 

história evolutiva e a ocupação de habitats pelo filo.  

Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo caracterizar a diversidade de forma 

molecular de ciliados em amostras ambientais por meio de sequências do gene 18S rDNA 

obtidas por sequenciamento PacBio, e posicionar filogeneticamente as linhagens detectadas. 

Além disso, busca contribuir para o conhecimento da biodiversidade de ciliados do solo, 

identificando possíveis linhagens ainda não descritas e ampliando as informações disponíveis 

sobre a distribuição taxonômica do filo Ciliophora em ambientes terrestres.  
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2.Metodologia​

​

2.1 Coleta de Amostras 

​

​ As amostras utilizadas neste estudo foram provenientes da Reserva Particular do 

Patrimônio Natural Chapadão da Serra Negra (RPPN Chapadão da Serra Negra), localizada 

na Serra da Mantiqueira, em Santa Bárbara do Monte Verde, Minas Gerais (21º57’50.3’’S, 

43º48’01.3’’W) (Fig. 1). No total, foram obtidos três pontos de coleta em uma área de 

aproximadamente 100 metros. Para a amostragem, realizou-se a raspagem da serrapilheira do 

solo e, com o auxílio de uma pá, foi feita a abertura de um buraco com profundidade de 10 

cm, de onde a terra foi coletada. As amostras de solo, provenientes dos 3 pontos de coleta, 

foram reunidas em uma única amostra composta, homogeneizadas e diluídas em água. Em 

seguida, o material foi fracionado e armazenado em alíquotas de 50 mL. O material 

corresponde a amostras de solo coletadas em abril de 2024. 

 
Figura 1 – Área de coleta na Reserva Particular do Patrimônio Natural Chapadão da Serra Negra 
(RPPN Chapadão da Serra Negra), em Santa Bárbara do Monte Verde, Minas Gerais. A área em 
vermelho destaca o local de amostragem na reserva, enquanto os mapas à direita indicam a 
localização da RPPN no estado de Minas Gerais e no Brasil.  

2.2 Extração e sequenciamento 
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Posteriormente as amostras foram processadas no Laboratório de Protozoologia da 

Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), onde foi realizada a diluição do solo e, em 

seguida, a filtração do material por meio de filtros Sterivex™ de 0,22 μm e a extração de 

DNA genômico utilizando o kit PowerSoil DNA Isolation (MoBIO Laboratories). A 

qualidade e a quantidade do DNA extraído foram avaliadas em NanoDrop 2000, sendo as 

amostras com baixa concentração submetidas à secagem em SpeedVac DNA para 

concentração do material. Após essa etapa, as amostras foram encaminhadas para a empresa 

SENAI/CETIQT, no Rio de Janeiro, Brasil, para construção das bibliotecas e 

sequenciamento, utilizando a tecnologia PacBio Sequel II. Para os eucariotos, foram 

utilizados os primers EukA (AACCTGGTTGATCCTGCCAGT) e EukB 

(TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC) (Medlin et al., 1988), direcionados ao 

sequenciamento de fragmentos entre 1500 e 1800 pb do gene 18S rRNA. Após a preparação 

das bibliotecas SMRTbell, o sequenciamento de alta fidelidade (Hi-Fi reads) foi realizado em 

uma célula SMRT 8M, e a demultiplexação das sequências obtidas foi conduzida pelo 

software Lima (Pacific Biosciences, 2023).​

​

2.3 Controle de qualidade e processamento dos dados​

​

​ Dados brutos oriundos do sequenciamento PacBio passaram pela etapa de 

processamento e controle de qualidade no software QIIME2 (Bolyen et al., 2019). O pipeline 

foi adaptado para a análise das leituras do tipo Circular Consensus Sequencing (CCS) geradas 

pela plataforma PacBio (Rhoads e Au, 2015). Dessas, cerca de 30% das leituras CCS foram 

identificadas como quimeras e removidas do conjunto de dados. Em seguida, foi realizada a 

inferência das variantes de sequência de amplicons (ASVs), obtendo-se 721 ASVs. A 

atribuição taxonômica foi realizada pelo método Naive Bayes utilizando o banco de dados de 

referência PR2 versão 5.1.0 (Guillou et al., 2013). Posteriormente, os resultados da 

classificação taxonômica foram organizados em um arquivo de visualização, permitindo a 

inspeção das classificações atribuídas às ASVs em seus respectivos níveis taxonômicos. A 

partir dessa etapa, foi realizada a triagem das ASVs identificadas, mantendo-se apenas 

aquelas pertencentes ao filo Ciliophora, resultando em um conjunto final de 17 ASVs 

utilizadas nas análises subsequentes. 

​

2.4 Construção do banco de dados de referência  
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Sequências disponíveis no banco de dados público GenBank (BENSON et al., 2013) 

do gene 18S rDNA de representantes do Filo Ciliophora foram obtidas para a montagem do 

dataset de referência. Para isso, uma busca foi realizada utilizando a expressão booleana 

"txid5878[Organism] AND ((Small[All Fields] AND subunit[All Fields]) OR 18S[All 

Fields]) AND (is_nuccore[filter] AND ("1000"[SLEN] : "3000"[SLEN]))", a qual restringe 

os resultados a registros com tamanho entre 1.000 e 3.000 pares de bases pertencentes ao 

táxon Ciliophora. Os dados passaram então por uma etapa de triagem inicial, excluindo todas 

as sequências que não foram identificadas até o nível de espécie e que não utilizavam o 

marcador 18S rDNA como marcador genético. Após esse filtro, selecionou-se uma sequência 

representativa para cada espécie (Benson et al., 2013), totalizando 1792 sequências. Como 

grupos externos, foram utilizadas as espécies Perkinsus marinus AF324218.1, Theileria 

parva HQ895985.1, Eimeria tenella KT184354.1, Toxoplasma gondii L24381.1, Karenia 

brevis EF492504.1e Alexandrium tamarense AJ535391.1, conforme proposto por Costa et al. 

(2021). 

 

2.5 Alinhamento, seleção de modelo evolutivo e inferência filogenética  

 

As ASVs obtidas no presente estudo foram então reunidas ao banco de dados de 

referência, realizando o alinhamento utilizando o software MAFFT v.7.0 (Katoh et al., 2019), 

com os parâmetros padrões. Em seguida, o alinhamento foi editado no software GBlocks 

versão 1.0 para remover sítios mal alinhados, resultando em uma matriz final composta por 

1.879 táxons e 1.510 pares de bases. A seleção do modelo evolutivo mais adequado para a 

inferência filogenética foi realizada utilizando o software IQ-TREE 3 e o módulo 

ModelFinder, sendo o modelo de melhor selecionado com base no critério de informação 

adotado pelo programa, o modelo GTR+F+R8. A árvore filogenética de 

máxima-verossimilhança (ML) e a estimativa do suporte estatístico dos nós por meio dos 

testes SH-aLRT e Ultrafast Bootstrap foram inferidos utilizando o software IQ-TREE 3. ​

​
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3 Resultados 

 

3.1 Processamento de Dados e Distribuição das ASVs 

 

A partir do sequenciamento de leitura longa (PacBio Sequel II) de amostras 

ambientais da RPPN Chapadão da Serra Negra, o pipeline de bioinformática no software 

QIIME2 gerou um total de 722 ASVs. A atribuição taxonômica com o banco de dados PR2 

revelou uma comunidade eucariótica diversa, composta por representantes dos filos 

Apicomplexa, Cercozoa, Chlorophyta, Ciliophora, Dinoflagellata, Euglenozoa e 

Streptophyta. Dentre essas ASVs, 17 foram classificadas como pertencentes ao filo 

Ciliophora (PR2 versão 5.1.0) e selecionadas para as análises subsequentes(fig.2). 

 

 
 

Figura 2 – Gráfico de barra da abundância relativa das ASVs pertencentes ao filo Ciliophora, 
Distribuição das ASVs em nível taxonômico de Classe.  
 
3.2 Atribuição e Resolução Taxonômica 

 

A atribuição taxonômica das ASVs foi realizada pelo classificador Naive Bayes 

implementado no QIIME2, utilizando o banco de dados de referência PR2 versão 5.1.0. A 
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análise demonstrou elevada confiança na classificação dos níveis taxonômicos mais 

inclusivos, especialmente até o nível de ordem. Em contrapartida, observou-se redução da 

resolução taxonômica nos níveis de família, gênero e espécie para parte das ASVs. A 

identificação no nível de espécie foi alcançada com alta resolução e confiança nas seguintes 

linhagens: ASV_1, ASV_2 e ASV_3 as quais foram identificadas como Pseudoplatyophrya 

nana(Classe Colpodea); as linhagens ASV_8 e ASV_16, as quais foram associadas à espécie 

Platyophrya vorax (Classe Colpodea); e a ASV_12, a qual foi mapeada como Campanella 

umbellaria (Classe Oligohymenophorea). Apenas uma linhagem teve a identificação no nível 

de gênero: ASV_10, a qual foi atribuída ao gênero Vorticella(Classe Oligohymenophorea).  

Diversas ASVs demonstraram lacunas de identidade nos níveis taxonômicos 

terminais, evidenciado pela não identificação dessas sequências, sugerindo a presença de 

táxons ainda não descritos no banco de dados de referência ou novos registros para a 

localidade. As ASV_7, ASV_14, ASV_15 e ASV_17, pertencentes à classe Spirotrichea 

(Ordem Hypotrichia), não obtiveram classificação além do nível de Ordem. De maneira 

semelhante, a ASV_6 (Classe Phyllopharyngea, Ordem Synhymenia) permaneceu sem 

identificação a nível de Gênero e Espécie, assim como as ASV_4, ASV_5 e ASV_13 dentro 

de Oligohymenophorea. 
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Tabela 1 – Resultados do pipeline QIIME2: assinatura taxonômica e abundância das ASVs do filo Ciliophora identificadas nas amostras de solo (o símbolo 
“-” indica ausência de assinatura no respectivo nível). 

 

Código Abundância  Filo Subfilo Classe Ordem Família Gênero Espécie 

ASV_1 27 Alveolata Ciliophora Colpodea Grossglockneriida Grossglockneriidae 
Pseudoplaty

ophrya P. nana 

ASV_2 9 Alveolata Ciliophora Colpodea Colpodida Grossglockneriidae 
Pseudoplatyo

phrya P. nana 

ASV_3 4 Alveolata Ciliophora Colpodea Colpodida - - - 

ASV_4 3 Alveolata Ciliophora Oligohymenophorea Sessilida - - - 

ASV_5 2 Alveolata Ciliophora Oligohymenophorea Sessilida Operculariidae - - 

ASV_6 2 Alveolata Ciliophora Phyllopharyngea Synhymenia Orthodonellidae - - 

ASV_7 2 Alveolata Ciliophora Spirotrichea Hypotrichia Oxytrichidae - - 

ASV_8 77 Alveolata Ciliophora Colpodea Cyrtolophosidida Platyophryidae Platyophrya P. vorax 

ASV_9 2 Alveolata Ciliophora Litostomatea Pleurostomatida - - - 

ASV_10 10 Alveolata Ciliophora Oligohymenophorea Sessilida Vorticellidae Vorticella - 

ASV_11 5 Alveolata Ciliophora Oligohymenophorea Sessilida - - - 

ASV_12 4 Alveolata Ciliophora Oligohymenophorea Sessilida  Epistylidae Campanella 
C. 

umbellaria 

ASV_13 3 Alveolata Ciliophora Oligohymenophorea Sessilida - - - 
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Nota: O símbolo "-" significa que não foi possível atribuir uma classificação taxonômica à linhagem naquele nível hierárquico através da metodologia 
empregada.  

Código Abundância  Filo Subfilo Classe Ordem Família Gênero Espécie 

ASV_14 8 Alveolata Ciliophora Spirotrichea Hypotrichia - - - 

ASV_15 4 Alveolata Ciliophora Spirotrichea Hypotrichia -  - 

ASV_16 2 Alveolata Ciliophora Colpodea Colpodida  Platyophryidae Platyophrya P. vorax 

ASV_17 2 Alveolata Ciliophora Spirotrichea Hypotrichia - - - 



KJ028494.1 Tetrahymena newhampshirensis
KJ028496.1 Tetrahymena deweyae
KJ028497.1 Tetrahymena wellsae
KJ028502.1 Tetrahymena colerunensis
KJ028492.1 Tetrahymena kidderi
KJ028500.1 Tetrahymena prescotti
KJ028506.1 Tetrahymena conneri
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096436.1 Rhinakis faurei

PX629843.1 Apocolpodidium
 etoschense

EU
264560.1 C

olpodidium
 caudatum

ASV 2

ASV 1

AF060452.1 Pseudoplatyophrya nana

EU
039902.1 M

ykophagophrys terricola
ASV 3

FJ610254.1 Sandm
anniella terricola

EU
039903.1 N

otoxom
a parabryophryides

JQ
356866.1 Brom

eliothrix m
etopoides

PV810623.1 C
olpoda steini

K
J873050.1 K

alom
etopia duplicata

PZ194108.1 C
olpoda henneguyi

O
Q

815953.1 C
olpoda inflata

M
Z562701.1 Colpoda m

aupasi

KJ873048.1 Colpoda lucida

M
N160328.1 Bresslaua vorax

H
M

140394.1 Bresslauides discoideus

EU
039897.1 Colpoda m

inim
a

PV789425.1 Colpoda aspera

PV789426.1 Colpoda elliotti

KJ873053.1 Repom
a cavicola

H
Q

337902.1 M
aryna ovata

KJ607919.1 Exocolpoda augustini

KJ873046.1 Colpoda ecaudata

KJ873049.1 Jaroschia sum
ptuosa

H
Q

337901.1 Bryophrya gem
m

ea

KF569684.1
Bryophryoides ocellatus

EU
264564.1 Pseudocyrtolophosis alpestris

KJ873044.1 Apocyrtolophosis m
inor

G
U

997633.1 M
icrodiaphanosom

a arcuatum

KY852453.1 Cyrtolophosis m
ucicola

EU
264562.1 Aristerostom

a m
arinum

AF060454.1 Platyophrya vorax

KJ873051.1 Platyophrya spum
acola

OM
281566.1 Platyophrya bromelicola

ASV 8
ASV 16

HM
140395.1 Platyophryides magnus

AF300288.1 Sorogena stoianovitchae

EU039904.2 Ottowphyra dragescoi

KJ873054.1 W
oodruffides metabolicus

JQ356867.1 Etoschophrya inornata

JQ356868.1 Kuklikophrya ougandae

EU039888.1 Bryometopus pseudochilodon

M
K530255.1 Bursaria truncatella

KJ873045.1 Bryometopus triquetrus

AF060455.1 Bryometopus sphagni

JQ918368.1 Discotricha papillifera

JQ918370.1 Lopezoterenia paratorpens

AY217727.1 Protocruzia adherens

DQ190467.2 Protocruzia contrax

KU500620.1 Protocruzia tuzeti

M
W

114965.1 Protocruzia marianaensis

JF694044.1 Protocruzia granulosa

M
Z441076.1 Copemetopus verae

OM
955240.1 Copemetopus mystakophoros

M
F113406.1 Strongylidium guangdongense

DQ910903.2 Strongylidium pseudocrassum

OR666142.1 Strongylidium wuhanense

KC153532.1 Strongylidium orientale

M
W

143562.1 Oxytricha granulifera

PX248610.1 Oxytricha granulifera

PX240085.1 Architricha indica

KX889988.1 Oxytricha granulifera

PQ846962.1 Pelagotrichidium faurei

DQ910904.2 Pseudouroleptus caudatus

MN160399.1 Pseudouroleptus caudatus

KM222091.1 Hemiamphisiella terricola

KJ173910.1 Pseudouroleptus plestiensis

KP266623.1 Hemiamphisiella granulifera

OR666141.1 Heterouroleptus weishanensis

PP494330.1 Hemiamphisiella terricola

KF471024.1 Pseudouroleptus jejuensis

PX278900.1 Strongylidium mucicola

KF411460.1 Urospinula succisa

PQ836550.1 Psilotrichides hawaiiensis

MK211833.1 Hemiholosticha kahli

MT622651.1 Oxytricha seokmoensis

PP494369.1 Oxytricha longigranulosa

PV476686.1 Oxytricha chongqingicaASV 7

MT622649.1 Oxytricha granulifera

OM212987.1 Oxytricha lithofera

KX509970.1 Tachysoma pellionellum

OQ379023.1 Urosoma quadrinucleatum

MK385610.1 Urosoma caudata

PX248611.1 Urosoma emarginata

OP339741.1 Monomicrocaryon euglenivorum

PX248605.1 Halteria grandinella

MT448251.1 Hemiurosoma clampi

KJ766110.1 Deviata bacilliformis

PP564884.1 Heterogastrostyla salina

AM412773.1 Heterourosomoida lanceolata

MK039735.1 Monomicrocaryon euglenivorum

KF951418.1 Urosoma karinae

KP280064.1 Urosomoida subtropica

MG603606.1 Quadristicha setigera

OK299176.1 Oxytricha multilineata

MH035977.1 Oxytricha nauplia

KJ081200.1 Oxytricha paragranulifera

AY498652.1 Onychodromopsis flexilis

KC411832.1 Kleinstyla dorsicirrata

MT644348.1 Gastrostylides dorsicirratus

OR691402.1 Heterodeviata nantongensis

DQ490236.1 Rigidothrix goisery

OP537913.1 Heterodeviata sinica

PQ604638.1 Heterodeviata longa

EU079472.1 Kahliella matisi

JQ723976.1 Oxytricha ottowi

OP537914.1 Deviata multilineae

OK173050.1 Pseudosincirra longicirrata

PQ208516.1 Perisincirra paucicirrata

KJ766111.1 Deviata parabacilliformis

AM412767.1 Oxytricha elegans

KP266620.1 Deviata brasiliensis

KU525298.1 Deviata rositae

OP177672.1 Deviata abbrevescens

PQ208515.1 Pseudosincirra binaria

MH393884.1 Urosoma salmastra

MT408912.1 Bourlandella viridis

AY498651.1 Hemiurosoma terricola

MZ831505.1 Engelmanniella mobilis

KT723011.1 Oxytrichella sejongensis

PX278901.1 Pseudonotohymena antarctica

KP233896.1 Atractos contortus

MH718439.1 Caudiholosticha antarctica

MN567690.1 Psilotricha silvicola

MZ338339.1 Quadristicha subtropica

KY855573.1 Stylonychia notophora

MN879410.1 Antetetmemena bifaria

AJ310486.1 Onychodromus grandis

OQ780393.1 Tetmemena polymorpha

FJ748886.1 Pleurotricha lanceolata

PP494371.1 Monopleurotricha oligocirrata

KJ000535.1 Pleurotricha curdsi

KY353799.1 Stylonychia nodulinucleata

KX766184.1 Rigidocortex quadrinucleatus

KM924307.1 Sterkiella subtropica

KY448243.1 Metasterkiella koreana

ON054917.1 Pseudostylonychia obliquocaudata

MT364889.1 Coniculostomum monilata

JX946276.1 Steinia sphagnicola

MG603626.1 Sterkiella histriomuscorum

MN160215.1 Pattersoniella vitiphila

GU942565.1 Sterkiella cavicola

FM209294.1 Histriculus histrio

OK324152.1 Histriculus tolerans

PQ453017.1 Sterkiella zhangi

KM923764.1 Rigidohymena inquieta

OQ231489.1 Oxytricha quadricirrata

KC896649.1 Ponturostyla enigmatica

KM061385.1 Pseudocyrtohymena koreana

KM061387.1 Parasterkiella thompsoni

OQ981956.1 Cyrtohymena torrenticola

PX248612.1 Stylonychia mytilus

MN159068.1 Stylonychia lemnae

MN159076.1 Stylonychia ammermanni

KP271125.1 Stylonychia harbinensis

KC414885.1 Rigidohymena candens

KF184655.1 Paraparentocirrus sibillinensis

KR817676.1 Sterkiella similis

MN191544.1 Sterkiella paratricirrata

ON090302.1 Laurentiella strenua

ON090304.1 Stylonychia pustulata

KY703767.1 Sterkiella multicirrata

PP716383.1 Parentocirrus hortualis

KY353800.1 Gastrostyla steinii

MH472591.1 Oxytricha trifallax

MT649490.1 Afrokahliella paramacrostoma

OP538923.1 Plagiotoma lumbrici

OP538959.1 Plagiotoma aporrectodeae

MH393767.1 Parakahliella macrostoma

PV744422.1 Hemiurosomoida sinica

MT448250.1 Hemiurosomoida warreni

KJ619458.1 Apoterritricha lutea

PV667853.1 Neokeronopsis asiatica

PV667847.1 Apoaustralocirrus shii

PV659386.1 Notohymena quadrinucleata

MN137907.1 Apoamphisiella polymicronucleata

KP336402.1 Aponotohymena isoaustralis

KC430934.1 Notohymena apoaustralis

MN137908.1 Paraurostyla wuhanensis

PX248613.1 Paraurostyla weissei

MG994983.1 Aponotohymena australis

KU715982.1 Paraurostyla coronata

KU522216.1 Apoamphisiella vernalis

PV667854.1 Uroleptus stueberi

MN879411.1 Rigidosticha italiensis

PV667852.1 Cyrtohymenides rubrus

PQ524695.1 Australocirrus aspoecki

MN559078.1 Australocirrus australis

KU588404.1 Urosomoida paragiliformis

MZ457562.1 Hemiurosomoida tibetensis

JX139117.1 Paraurosomoida indiensis

PQ524693.1 Cyrtohymena muscorum
KR063272.1 Urosomoida agilis

KC182574.1 Cyrtohymena citrina

MH844496.1 Oxytricha auripunctata

MT103333.1 Cyrtohymena seorakensis

MN160326.1 Cyrtohymena quadrinucleata
KP266627.1 Pseudogastrostyla flava

KT192639.1 Polystichothrix monilata

MF319121.1 Pseudocyrtohymenides lacunae
KR817675.1 Rubrioxytricha tsinlingensis

AF370027.1 Oxytricha ferruginea
MT364898.1 Rubrioxytricha haematoplasma

KY947508.1 Rubrioxytricha guamensis
JQ918371.2 Hypotrichidium paraconicum

MW830115.1 Hypotrichidium conicum
PV927164.1 Crassohymena primicirrata
PX278898.1 Cyrtohymena primicirrataPV667846.1 Afrokeronopsis aureaMZ710044.1 Notohymena antarcticaON117316.1 Hypotrichidium tisiae

MK482065.1 Notohymena gangwonensisKF734979.1 Uroleptus longicaudatusMG994999.1 Uroleptus piscesPV667849.1 Australocirrus oscitansPP906280.1 Hypotrichidium bichromumKY451728.1 Paragonostomoides xianicumOQ713681.1 Gonostomum strenuumMT247895.1 Metagonostomum gonostomoidaKY475614.1 Gonostomum sinicumHM750260.1 Cotterillia bromelicolaMT247885.1 Gonostomum kuehneltiMT233385.1 Cladotricha australisMT247900.1 Cladotricha niesseniaeAY498655.1 Gonostomum namibienseKP266629.1 Saudithrix terricolaPP728108.1 Lamtostyla paravitiphila
MT604042.1 Bistichella sinensis

KY492516.1 Keronopsis helluo
AY498654.1 Orthamphisiella breviseries

HQ699895.1 Bistichella variabilis
KX641150.1 Lamtostyla salina

OP223734.1 Keronopsis koreana
KJ509196.1 Bistichella FG

KP266625.1 Lamtostyla ovalis
KY492517.1 Paraholosticha pannonica

KM222095.1 Pseudokahliella marina
KT003281.1 Keronopsis muscicola

MN994505.1 Parabistichella dieckmanni
FJ870085.1 Schmidingerothrix salina

KC991098.1 Schmidingerothrix salinarum
KY085934.1 Schmidingerothrix elongata

OR852799.1 Hemiurosomoida koreana

MG994998.1 Hemiurosomoida longa

KY176378.1 Birojimia soyaensis

MG209099.1 Holostichides terrae

FJ361758.1 Hemicycliostyla sphagni

KY874004.1 Caudiurostyla sinensis

MN160324.1 Hemicycliostyla franzi

KT892731.1 Australothrix xianiensis

MW692986.1 Heterobakuella bergeri

MT809479.1 Anteholosticha bergeri
ASV 14

KF306397.1 Anteholosticha gracilis

FJ775726.1 Monocoronella carnea

HM623917.1 Neourostylopsis flavicana

MG800658.1 Neourostylopsis orientalis

KR013238.1 Neourostylopsis flava

MH045732.1 Neourostylopsis flava

FJ754026.1 Bergeriella ovata

EU220229.1 Metaurostylopsis salina

GU170204.1 Metaurostylopsis cheni

MT911525.1 Metaurostylopsis alrasheidi

GU942568.1 Metaurostylopsis struederkypkeae

MW692987.1 Anteholosticha perezuzae

JF906730.1 Metaurostylopsis antarctica

FJ461474.1 Apokeronopsis sinica

MK774680.1 Apokeronopsis crassa

JF718644.1 Apokeronopsis bergeri

MK774691.1 Apokeronopsis ovalis

KX138656.1 Thigmokeronopsis rubra

EU220226.1 Thigmokeronopsis stoecki

MW726911.1 Clampia sinica

DQ503578.1 Anteholosticha manca

KX138645.1 Anteholosticha multicirrata

MT811784.1 Bakuella marina

MG994986.1 Bakuella incheonensis

KF806443.1 Anteholosticha paramanca

MT819382.1 Bakuella xianensis

KY874001.1 Bakuella subtropica

GU942564.1 Diaxonella pseudorubra

KR024010.1 Bakuella litoralis

GU967698.1 Neobakuella flava

JN008942.1 Apobakuella fusca

MG995000.1 Diaxonella trimarginata

MT800874.1 Bakuella granulifera

MN326296.1 Neobakuella aenigmatica

KF306395.1 Anteholosticha antecirrata

MT435536.1 Bakuella guangdongica

PX278894.1 Urostyla grandis

KJ958491.1 Adumbratosticha tetracirrata

KY313623.1 Pseudokeronopsis songi

MG603597.1 Pseudokeronopsis flava

MN886940.1 Pseudokeronopsis parasongi

GU437211.1 Uroleptopsis citrina

MH478194.1 Pseudokeronopsis erythrina

MG603616.1 Pseudokeronopsis carnea

OK668221.1 Pseudokeronopsis pararubra

KF806444.1 Antiokeronopsis flava

MN880481.1 Pseudokeronopsis rubra

KF306393.1 Anteholosticha pulchra

KJ845346.1 Trichototaxis marina

MW035040.1 Nothoholosticha luporinii

OR852800.1 Nothoholosticha flava

FJ377548.1 Nothoholosticha fasciola

KF730314.1 Tetrakeronopsis silvanetoi

KJ000285.1 Apoholosticha sinica

JQ955541.1 Metaurostylopsis sinica

JQ083600.1 Heterokeronopsis pulchra

FJ870075.1 Anteholosticha marimonilata

HM568416.1 Anteholosticha pseudomonilata

PX640991.1 Anteholosticha nanjiensis

MT985560.1 Anteholosticha foissneri

KX139470.1 Pseudourostyla guizhouensis

PP132854.1 Pseudourostyla cristata

MK713372.1 Anteholosticha songi

MN159072.1 Pseudourostyla nova

MG993189.1 Neogastrostyla aqua

MT560707.1 Pseudoholosticha zhaoi

MG603619.1 Pseudourostyla crista
toides

KR013239.1 Pseudourostyla subtropica

PX248614.1 Anteholosticha monilata

OP748986.1 Holostichides eastensis

PQ600721.1 Holostichides eastensis

PQ600722.1 Holostichides muscus

KY231187.1 Holostichides heterotypicus

OR900117.1 Holostichides parachardezi

MH636568.1 Holostichides chardezi

MN160327.1 Extraholosticha sylvatica

MT809485.1 Wilbertophrya sinica

KU175624.1 Anteholosticha rectangula

MN864520.1 Anteholosticha sigmoidea

ASV 17

KU234524.1 Anteholosticha randani

AJ277876.1 Holosticha multist
ylata

MK265247.1 Parabistic
hella multilin

eae

AM412774.1 Amphisie
lla magnigranulosa

PV785991.1 Uroleptoides binucleatus

MH143251.1 Uroleptoides lo
ngiseries

OM057537.1 Lamtostyla granulifera

MN472864.1 Parasincirra
 sin

ica

MK809247.1 Parabistic
hella variabilis

KR701611.1 Stichotric
ha aculeata

OM313320.1 Chaetospira sin
ica

FJ868193.1 Protogastro
styla pulchra

FJ870099.1 Protogastro
styla ste

rkii

HQ605948.1 Anteholostic
ha warreni

KM222093.1 Anteholostic
ha petzi

MK889350.1 Arcuseries m
inima

KM597157.1 Gonostomum paronense

JX461344.1 Amphisie
lla candida

MH645737.1 Amphisie
lla milnei

AF370028.1 Oxytric
ha saltans

ASV 15

GU170843.1 Amphisie
lla annulata

FJ870073.1 Amphisie
lla sin

ica

JX461343.1 Amphisie
lla pulchra

AY143566.1 Rhabdonella hebe

JX101864.1 Rhabdonella poculum

KT792932.1 Rhabdonella sp
ira

lis

OR844557.1 Tintinnopsis 
orientalis

JX101863.1 Protorhabdonella curta

KY290322.1 Metacylis 
angulata

KP883283.1 Metacylis 
tro

pica

JX101862.1 Metacylis 
pithos

KY290323.1 Protorhabdonella sim
plex

ON430519.1 Schmidingerella meunieri

JQ408183.1 M
etacylis 

joergenseni

KU715765.1 Schmidingerella quequenensis

ON430520.1 Schmidingerella arcuata

FJ196073.1 Favella
 taraikaensis

KY290321.1 Ptychocylis 
minor

JQ408186.1 Cytta
rocylis 

eucecryphalus

JQ715615.1 Epiplocylis 
acuminata

JQ408203.1 Cytta
rocylis 

cassi
s

KY290316.1 Cytta
rocylis 

acutifo
rm

is

KY290317.1 Cytta
rocylis 

ampulla

KY290319.1 Epiplocylis 
undella

JX101854.1 Epiplocyloides r
alumensis

KY290315.1 Ascampbellie
lla

 acuta

KY290330.1 Clim
acocylis 

scalaroides

JQ408213.1 Clim
acocylis 

scalaria

JN831832.1 Stylic
auda platensis

JN831855.1 Tintin
nopsis

 pseudocylin
dric

a

KU715762.1
Rhizo

domus ta
gatzi

KU715761.1 Leprotin
tin

nus n
ordqvisti

i

KU715774.1 Tintin
nopsis

 ra
dix

AY143562.1 Tintin
nopsis

 dadayi

JN831810.1 Tintin
nopsis

 buetsc
hlii

AB640674.1 Tintin
nopsis

 m
orte

nseni

JN831820.1 Tintin
nopsis

 m
ajor

AB640631.1 Codonello
psis

 oste
nfeldi

AB640683.1
Tintin

nopsis
 tu

bulosa

JQ408200.1 Tintin
nopsis

 ra
ra

OR844558.1 Tintin
nopsis

 parvula

JN831846.1 Tintin
nopsis

 tu
rbinata

JN831834.1 Tintin
nopsis

 ra
pa

JN831848.1 Tintin
nopsis

 te
nuis

JN831824.1 Tintin
nopsis

 parva

JN831786.1 H
elic

osto
mella

 su
bulata

MG461220.1 Tintin
nopsis

 everta

OR844556.1 Tintin
nopsis

 kiaochowensis

JN831807.1 Tintin
nopsis

 baltic
a

MW011
755.1 Tintin

nopsis
 beroidea

JN831822.1 Tintin
nopsis

 nana

JN831845.1 Tintin
nopsis

 acuminata

KU715770.1 Tintin
nopsis

 fis
tularis

AB640656.1 Tintin
nopsis

 el
ongata

AB640669.1 Tintin
nopsis

 lo
bianco

i

AB640630.1 C
odonell

opsis
 m

orch
ell

a

JN
831850.1 Tintin

nopsis
 ki

angsu
en

sis

AB640626.1 A
mphorid

es
 amphora

FJ1
96076.1 Tintin

nopsis
 lo

hmanni

M
K799839.1 Tintin

nopsis
 ch

inglanen
sis

OM
065942.1 Tintin

nopsis
 tu

buform
is

KM
982810.1 Tintin

nopsis
 la

ta

AF39911
1.1 Tintin

nopsis
 tu

buloso
ides

KM
982811

.1 Tintin
nopsis

 le
vig

ata

KU715769.1 Tintin
nopsis

 cy
lin

dric
a

AB640629.1 C
odonell

a amphore
lla

M
T435075.1 Tintin

nopsis
 uru

guaye
nsis

AB640650.1 Tintin
nopsis

 to
ca

ntin
en

sis

JN
871724.1 Tintin

nopsis
 su

bacu
ta

M
T435073.1 Tintin

nopsis
 hem

isp
ira

lis

M
T764265.1 A

ntet
in

tin
nopsis

 ka
ra

ja
ce

nsis

OR844555.1 Tin
tin

nopsis
 gra

cil
is

JN
831852.1 Tin

tin
nopsis

 urn
ula

KU715776.1 Tin
tin

nopsis
 ve

ntri
co

so
id

es

KU715768.1 Tin
tin

nopsis
bra

sil
ien

sis

EU399531.1 C
odonell

a apica
ta

JQ
408179.1 C

odonell
a asp

er
a

JQ
408202.1 C

odonaria
 ci

ste
llu

la

KT792929.1
 D

ict
yo

cy
sta

 le
pid

a

KY290318.1
 D

ict
yo

cy
sta

 el
eg

ans

AY143560.1
 T

in
tin

nopsis
 fi

mbria
ta

KT792927.2
 S

ten
ose

mell
a st

ein
i

M
K036423.1

 T
in

tin
nopsis

 te
nta

cu
la

ta

KT792933.1
 X

ys
to

nell
a lo

ngica
uda

KY290329.1
 X

ys
to

nell
a a

cu
s

JX
101853.1

 D
adayie

lla
 g

anym
ed

es

AB640671.1
 T

in
tin

nopsis
 m

in
uta

KY290328.1
 P

ara
fa

ve
lla

 p
aru

m
den

ta
ta

JQ
408190.1

 U
ndel

la
 cl

apare
dei

JQ
408207.1

 U
ndel

la
 h

ya
lin

a

JQ
408214.1

 U
ndel

la
 m

ars
upia

lis

KY290327.1
 P

aru
ndel

la
 a

cu
le

ata

KT792931.1
 U

ndel
la

 su
bca

udata

JN
831794.1

 S
te

nose
m

el
la

 p
aci

fic
a

AB640648.1
 S

te
nose

m
el

la
 n

iv
alis

EU
399532.1

 D
ic

ty
ocy

sta
 re

tic
ula

ta

KU
715764.1

 S
te

nose
m

el
la

 ve
ntri

co
sa

KY980414.1
 C

odonel
lo

psis
 n

ip
ponic

a

M
K799838.1

 C
odonel

lo
psis

 m
obili

s

AY143571.1
 C

odonel
lo

psis
 a

m
er

ic
ana

JQ
40

81
98

.1
 C

od
on

el
lo

ps
is 

or
th

oc
er

as

JN
87

17
25

.1
 F

av
el

la
 m

ar
ku

so
vs

zk
yi

M
H

47
25

93
.1

 F
av

el
la

 e
hr

en
be

rg
ii

KU
71

57
60

.1
 F

av
el

la
 p

an
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Figura 3 – Árvore filogenética circular baseada em sequências do gene 18S rDNA de representantes 
do filo Ciliophora, reconstruída pelo método de Máxima Verossimilhança. A árvore inclui as ASVs 
obtidas neste estudo e sequências de referência utilizadas para sua classificação taxonômica. O arco 
externo em cinza representa o filo Ciliophora, enquanto as marcações em preto evidenciam o 
posicionamento das ASVs. 

​

​ As ASVs apresentaram diferentes frequências de abundância, destacando-se a ASV_8 

(classe Colpodea) com a maior representatividade quantitativa (77 leituras), seguida pela 

ASV_1 (especie Pseudoplatyophrya nana) (27 leituras) e pela ASV_10 (Gênero Vorticella) 

(10 leituras). 

 

3.3 Posicionamento filogenético das ASVs 

 

A reconstrução filogenética por Máxima Verossimilhança (ML), fundamentada no 

alinhamento de sequências longas do gene 18S rDNA (~1500 a 1800 pb) obtidas via 

tecnologia PacBio, resultou em uma topologia robusta com suporte elevado de bootstrap para 

a comunidade de ciliados edáficos da RPPN Chapadão da Serra Negra (Fig.3).  

A topologia da árvore filogenética conseguiu recuperar todas as classes, ordens, famílias e 

gêneros do filo Ciliophora, com elevado valor de suporte, validando o arranjo e as atribuições 

taxonômicas. A reconstrução filogenética por Máxima Verossimilhança (ML), fundamentada 

no alinhamento de sequências longas do gene 18S rDNA (~1500 a 1800 pb) obtidas via 

tecnologia PacBio, resultou em uma topologia robusta com suporte elevado de bootstrap para 

a comunidade de ciliados edáficos da RPPN Chapadão da Serra Negra (Fig. 3). A topologia 

da árvore filogenética recuperou todas as classes, ordens, famílias e gêneros representados no 

conjunto de dados, com elevados valores de suporte, corroborando as atribuições 

taxonômicas. As 17 ASVs obtidas neste estudo foram posicionadas em diferentes clados do 

filo Ciliophora, abrangendo as classes Colpodea, Oligohymenophorea, Spirotrichea, 

Litostomatea e Phyllopharyngea, sendo recuperadas como grupos-irmãos de espécies, 

gêneros ou famílias de referência, conforme o nível de resolução taxonômica alcançado para 

cada sequência.  

 

Contudo, a comparação entre a atribuição taxonômica preliminar e a topologia obtida 

na inferência filogenética revelou um incremento significativo na resolução de classificação 

das linhagens edáficas. Antes da reconstrução da árvore filogenética, a análise 

metataxonômica automatizada via classificador Naive Bayes havia alcançado o nível 

específico para apenas 3 espécies,cujas distribuições de leituras e frequências encontram-se 
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detalhadas na Tabela 1: a linhagem ASV_1 e a ASV_2, identificadas como 

Pseudoplatyophrya nana (Classe Colpodea); as linhagens ASV_8 e ASV_16, associadas a 

Platyophrya vorax (Classe Colpodea); e a linhagem ASV_12, mapeada como Campanella 

umbellaria (Classe Oligohymenophorea).   

 

Contudo, a inserção das sequências ambientais no dataset de referência e a 

subsequente análise de Máxima Verossimilhança permitiram refinar o posicionamento e 

expandir o diagnóstico taxonômico através das relações de parentesco na árvore (Tabela 2). 

Por meio deste refinamento filogenético, foi possível delimitar o posicionamento no nível de 

Espécie para um número maior de táxons, revelando o parentesco direto (Grupo-Irmão) de 

linhagens que antes careciam de resolução terminal. O método posicionou com robustez as 

variantes ambientais junto a 4 espécies de referência: Pseudoplatyophrya nana (como 

grupo-irmão das sequências ASV_1 e ASV_2, com 100% de suporte); Oxytricha granulifera 

(grupo-irmão da ASV_7, com 87% de suporte); Oxytricha saltans (grupo-irmão da ASV_15, 

com 94% de suporte); e Anteholosticha sigmoidea (grupo-irmão da ASV_17, com suporte 

máximo de 100%).   

Adicionalmente, este trabalho contribuiu de forma expressiva para o mapeamento da 

biodiversidade microscópica regional ao acrescentar 17 novas linhagens (ASVs) inéditas ao 

cenário de estudos de ciliados edáficos da Serra da Mantiqueira. A inclusão dessas 17 

variantes genéticas exatas amplia substancialmente os registros moleculares para a 

localidade, fornecendo subsídios para mitigar as lacunas geográficas e taxonômicas em 

bancos de dados públicos e evidenciando o papel da RPPN Chapadão da Serra Negra como 

um importante refúgio evolutivo para o filo Ciliophora.  
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Tabela 2 – Valores de suporte de Bootstrap (%) e posicionamento filogenético (GI - Grupo-Irmão) 
das Variantes de Sequência de Amplicon (ASVs) de Ciliophora obtidas de amostras de solo da Serra 
da Mantiqueira, Minas Gerais.  

A análise taxonômica de sequenciamento revelou a presença de 17 Variantes de 

Sequência de Amplicon (ASVs), todas pertencentes ao domínio Eukaryota, supergrupo 

Código Posicionamento 
filogenético Suporte (%) 

Asv_1 GI Pseudoplatyophrya nana 100 

Asv_2 GI Pseudoplatyophrya nana 100 

Asv_3 GI Grossglockneriidae 69 

Asv_4 GI Campanella 100 

Asv_5 GI Opercullaria 100 

Asv_6 GI Nassulopsidae + 
Orthodonellidae + 
Scaphidiodontidae 

50 

Asv_7 GI Oxytricha granulifera 87 

Asv_8 GI Platyophrya 98 

Asv_9 GI Amphileptidae + 
Litonotidae 

 

Asv_10 GI Epicarchesium sinense + 
Epicarchesium granulatum 

82 

Asv_11 Sessilida 97 

Asv_12 ​ ​GI Campanella 69 

Asv_13 GI Apocarchesium 100 

Asv_14 GI Urostylidae + 
Hemicycliostylidae + 

Bakuellidae + Holostichidae 

57 

Asv_15 GI Oxytricha saltans 94 

Asv_16 GI Platyophrya 87 

Asv_17 Gi Anteholosticha sigmoidea 100 
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TSAR, filo Alveolata e subfilo Ciliophora. A diversidade recuperada distribui-se em 

diferentes classes e ordens, com o posicionamento filogenético estabelecido como grupo 

irmão de diferentes clados, suportado por análises de bootstrap. 

Dentre os representantes da classe Colpodea, as sequências correspondentes às 

ASV_1 e ASV_2 (família Grossglockneriidae) posicionam-se como grupo irmão de 

Pseudoplatyophrya nana na árvore filogenética, apresentando suporte máximo de bootstrap 

(100%). A ASV_3, também afiliada à ordem Colpodida, posiciona-se como grupo irmão de 

Grossglockneriidae, com suporte igualmente robusto (100%). Ainda nessa classe, as 

sequências ASV_8 e ASV_16 foram identificadas até o nível de espécie como Platyophrya 

vorax, posicionando-se de forma consistente como grupo irmão de Platyophrya, com suporte 

de 87%. 

A Classe Oligohymenophorea, inteiramente representada pela Ordem Sessilida neste 

conjunto de dados, demonstrou variação no nível de resolução de seus clados. A ASV_4 

posiciona-se como grupo irmão de Campanella, apresentando suporte de 69%, um padrão de 

posicionamento e robustez idêntico ao observado para a ASV_12, a qual obteve identificação 

em nível específico como Campanella umbellaria. A ASV_5, pertencente à família 

Operculariidae, posiciona-se de forma inequívoca como grupo irmão de Opercularia, com 

100% de suporte. A ASV_10, classificada no gênero Vorticella, constitui-se como grupo 

irmão do clado formado por Epicarchesium sinense e Epicarchesium granulatum, com 

suporte de 82%. Adicionalmente, a ASV_13 posiciona-se como grupo irmão de 

Apocarchesium (100% de suporte), ao passo que a ASV_11 posiciona-se como grupo irmão 

de Sessilida com robustez de 97%, sem resolução obtida em níveis taxonômicos inferiores. 

Os clados da Classe Spirotrichea, todos pertencentes à Ordem Hypotrichia, revelaram 

diferentes topologias. A ASV_7 posiciona-se como grupo irmão de Oxytricha granulifera, 

com suporte de 50%, enquanto a ASV_15 posiciona-se como grupo irmão de Oxytricha 

saltans, demonstrando suporte superior de 94%. A ASV_14 apresentou um posicionamento 

filogenético como grupo irmão do clado que engloba as famílias Urostylidae, 

Hemicyclostylidae, Bakuellidae e Holostichidae, sob suporte de 57%. Já a ASV_17 

demonstrou posicionamento como grupo irmão de Anteholosticha sigmoidea, com máxima 

robustez (100%). 

Por fim, linhagens pertencentes a outras classes menos representadas também foram 

recuperadas. A ASV_6, representante da classe Phyllopharyngea (ordem Synhymenia), 

posiciona-se como grupo irmão do clado que abrange as famílias Nassulopsidae, 
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Orthodonellidae e Scaphidiodontidae, com suporte de 100% de bootstrap. A ASV_9, única 

sequência representante da classe Litostomatea (ordem Pleurostomatida), demonstrou 

posicionamento como grupo irmão do clado composto pelas famílias Amphileptidae e 

Litonotidae, com suporte de 98%.​

​
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4. Discussão 

Os resultados obtidos neste estudo revelam uma comunidade de ciliados rica e diversa 

no solo da RPPN Chapadão da Serra Negra. A identificação de diferentes classes e a 

indicação de linhagens desconhecidas confirmam a importância de estudar áreas preservadas, 

como a Serra da Mantiqueira, para entender melhor a biodiversidade de microrganismos 

terrestres. Os dados moleculares ajudam a explicar como esses seres vivos se organizam e 

realizam funções importantes no ecossistema edáfico. 

A utilização do sequenciamento de longa leitura por PacBio se demonstrou 

fundamental para o sucesso deste inventário. Ao contrário das plataformas tradicionais que 

geram apenas fragmentos curtos de DNA, o sequenciamento do gene 18S rDNA quase 

completo permitiu uma análise mais acurada. Essa abordagem contribuiu para uma assinatura 

taxonômica mais profunda das linhagens encontradas, ajudando ainda em um posicionamento 

filogenético mais suportado na árvore filogenética.  

O predomínio da classe Colpodea, evidenciado não apenas pelo número de ASVs, 

mas também pela elevada abundância das variantes ASV_8 e ASV_16 (identificadas como 

Platyophrya vorax), corrobora o perfil adaptativo destes organismos. Espécies desta classe 

são frequentemente descritas como pioneiras e estrategistas r, altamente adaptadas a 

flutuações de umidade e nutrientes típicas de ambientes edáficos (Foisnner, 1990). A 

presença expressiva de Pseudoplatyophrya nana (ASV_1 e ASV_2) também reforça a 

importância desses ciliados na regulação das teias tróficas locais, onde atuam ativamente 

como consumidores de bactérias e fungos, dinamizando a ciclagem de nutrientes na 

serrapilheira. (Geisen et al., 2016 e Murase et al., 2006)  

Um dos achados mais notáveis desta pesquisa, corroborado pela análise minuciosa da 

árvore filogenética, é a presença de longos ramos isolados, especialmente dentro da ordem 

Hypotrichia, na classe Spirotrichea. As variantes ASV_7, ASV_14, ASV_15 e ASV_17 não 

obtiveram classificação além do nível de ordem ou apresentaram lacunas de identidade nos 

níveis terminais taxonômicos. Esse padrão, nitidamente visualizado na topologia da árvore de 

Máxima Verossimilhança, é um forte indicativo da presença de linhagens neotropicais novas 

e ainda não descritas pela ciência. A dificuldade de atribuição taxonômica em níveis 

específicos reflete as lacunas ainda existentes nos bancos de dados genéticos públicos (como 

o PR2 e o GenBank), que historicamente concentram sequências de organismos de regiões 

temperadas, subestimando a real biodiversidade microscópica dos solos da Serra da 

Mantiqueira e de outros ecossistemas neotropicais. Esses resultados reforçam a importância 



23 

da ampliação de estudos na RPPN Chapadão da Serra Negra e em outras áreas preservadas da 

Serra da Mantiqueira, contribuindo para o aumento da representatividade dessas linhagens 

nos bancos de dados de referência. Além disso, evidenciam a necessidade do 

desenvolvimento e da aplicação de algoritmos de classificação taxonômica mais sensíveis às 

diferenças intraespecíficas, capazes de aprimorar a delimitação de espécies e revelar a 

diversidade ainda oculta desses organismos.  

Além disso, a detecção de representantes da classe Oligohymenophorea, 

particularmente da Ordem Sessilida (com táxons afiliados aos gêneros Vorticella, 

Campanella e Opercularia), sugere a existência de micro-habitats com retenção de umidade 

no solo da RPPN Chapadão da Serra Negra. Embora muitos peritríquios sejam primariamente 

associados a corpos d'água, sua presença no solo e na serrapilheira indica que os finos 

biofilmes de água formados ao redor das partículas de terra fornecem condições propícias 

para o estabelecimento de ciliados filtradores. Estes organismos dependem de uma fase 

aquosa para expandir sua coroa ciliar e forragear, o que evidencia a complexidade 

microclimática e a boa preservação do ambiente amostrado. 

A diversidade taxonômica da comunidade também é complementada pela recuperação 

de linhagens das classes Phyllopharyngea e Litostomatea, que aponta para uma estruturação 

trófica madura. A variante ASV_9, representante da ordem Pleurostomatida (Litostomatea), 

agrupa-se com famílias tipicamente compostas por predadores carnívoros que se alimentam 

de outros ciliados e flagelados. A presença de predadores de topo no nível microbiano 

confirma que a teia alimentar do solo local é ativa e ecologicamente balanceada. Essa intensa 

predação realizada por protistas é o motor do "loop microbiano", um processo ecológico 

crucial responsável por acelerar a ciclagem de nutrientes e liberar frações significativas de 

nitrogênio que, de outra forma, permaneceriam imobilizadas na biomassa bacteriana. 

Do ponto de vista metodológico, a validação do posicionamento filogenético com 

altos valores de suporte (como os 100% de bootstrap observados nos clados de 

Pseudoplatyophrya, Opercularia e Apocarchesium) reafirma que o uso de fragmentos longos 

do 18S rDNA gerados pela plataforma PacBio supera significativamente as limitações 

inerentes aos métodos convencionais de sequenciamento de fragmentos curtos. A árvore 

filogenética gerada demonstra resolução nas ramificações profundas, permitindo ancorar com 

segurança as ASVs ambientais aos grupos de referência conhecidos. 
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5. Conclusão 

A avaliação metataxonômica baseada no sequenciamento de fragmentos longos 

(PacBio) revelou que a comunidade de ciliados edáficos da RPPN Chapadão da Serra Negra é 

altamente diversa, troficamente estruturada e abriga linhagens evolutivas singulares. O 

ecossistema microscópico local é dominado por estrategistas r adaptados às oscilações do 

solo, mas sustenta igualmente uma teia complexa que inclui desde organismos filtradores, 

indicadores da retenção de micro-habitats úmidos, até predadores de topo cruciais para o 

funcionamento do "loop microbiano". 

A detecção de longos ramos filogenéticos isolados, particularmente na classe 

Spirotrichea, constitui uma evidência robusta de que os solos neotropicais de altitude abrigam 

uma diversidade oculta significativa, com táxons que ainda não possuem representação nos 

bancos de dados genéticos globais. Embora a metataxonomia de fragmentos longos tenha se 

mostrado uma ferramenta excepcional para contornar essa invisibilidade e desvendar a 

arquitetura filogenética da comunidade, ressalta-se que trabalhos futuros deverão aliar 

abordagens moleculares a esforços de cultivo isolado e caracterização morfológica para 

viabilizar a descrição formal dessas novas espécies. 

Em suma, os dados moleculares e evolutivos aqui apresentados evidenciam de 

maneira contundente que o solo da RPPN Chapadão da Serra Negra atua como um 

inestimável refúgio de vida microscópica. A revelação de uma comunidade microbiana tão 

complexa e potencialmente endêmica ressalta a urgência da manutenção integral dos 

remanescentes florestais da Serra da Mantiqueira. A preservação destas áreas transcende a 

tradicional proteção da macrofauna e flora, sendo vital para resguardar um vasto, ativo e 

ainda inexplorado patrimônio genético e funcional de microrganismos terrestres. 

 

​

​

 

​
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